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Objetivo:  Evaluar  la  prueba  del Ácido Glutámico Descarboxilasa  (GAD) modificado 
para la rápida identificación de Escherichia coli aisladas de urocultivos. 
Métodos: Se procesó un total de 257 aislamientos bacterianos a partir de urocultivos 
procedentes  del  laboratorio  de  microbiología  del  Hospital  San  Bartolomé.  Como 
controles  internos,  también  se  evaluaron  aislamientos  de  diferentes  muestras 
clínicas y cepas ATCC. Para obtener  la sensibilidad, especificidad y  la exactitud de  la 
prueba GAD modificado,  se  utilizó  la  identificación  bioquímica  convencional  como 
prueba Gold Standard. 
Resultados: Todas  las Escherichia  coli mostraron una  reacción positiva a  la prueba 
GAD modificado,  incluyendo  aislados  lactosa  negativa,  dando  una  sensibilidad  del 




prueba  GAD  modificado  presentó  reacción  positiva  con  aislamientos  de  Shigella 
flexneri (2) y Shigella sonnei (2). 





















bacterial  isolates  from other clinical  samples and ATCC  strains were also  tested.  In 
order  to determinate  the sensibility, specificity and  the exactitude of  the GAD  test, 
the  conventional  biochemical  identification  for  enterobacteria were  used  as  Gold 
Standard. 
Results: All isolated strains of Escherichia coli were positive by the modified GAD test, 





Conclusion: The modified GAD  test can  identify correctly any  isolate of E. coli  from 
urocultures with a high sensitivity and specificity, and  is suitable  for carrying out  in 
any laboratory. 
 









tracto  gastrointestinal.  Sin  embargo,  estas  bacterias  pueden  alcanzar  la  vejiga 
causando infecciones urinarias, un hecho que se reporta mayormente en mujeres 
(1, 2, 3).   
La  infección  del  tracto  urinario  (ITU)  es  el  conjunto  de  procesos  clínicos  y 
patológicos que se producen en área del tracto urinario por causa de la presencia 
de  microorganismos,  generalmente  bacterias  (4).  Las  ITU  no  complicadas  son 
responsables de un gasto estimado de 1 a 2 billones de dólares anuales en costos 
en cuidados de  la salud anualmente (5). El 95% de  las  ITU no complicadas suelen 
ser  producidas  por  alguna  enterobacteria  (2,  4,  5,  6,  7,  8).  De  todas  ellas,  la 
Escherichia coli es considerada como la  responsable del 70% al 91% de las ITU. Sin 
embargo,  otras  bacterias  gram  negativas  como  Klebsiella  sp,  Proteus  mirabilis, 
Enterobacter sp y Pseudomonas sp. y bacterias gram positivas como Enterococcus 





colonias  bacterianas,  el  examen  microscópico  y  la  sintomatología  (4).  Se  han 
propuesto  varios  algoritmos  a  seguir  para  el  diagnóstico  de  la  ITU  (9).  Para 






para  el  diagnóstico  de  Escherichia  coli  (13).  Entre  ellos  se  tiene  la  detección 
enzimática de  la β‐glucoronidasa (GUD)  impregnada en discos, con una eficiencia 
del 94%  (14). Un método  fluorogénico para evaluar  la actividad  β‐glucoronidasa 
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usando  como  sustrato  el Metilumbelliferil‐D‐Glucurónido  (MUG) mostró  buena 





MacConkey  (16).  En  1989,  Thaller  y  colaboradores  diseñaron  el  T‐mod,  para  la 
identificación  presuntiva  de  Enterobacteriaceae  en  urocultivo,  integrando 
fermentación  de  adonitol,  fenilalanina  desaminasa,  β‐glucoronidasa, mostrando 
una identificación del 100% para Escherichia coli (17). En el año 1993 se evaluó la 
utilidad  del  L‐pirrolidonil‐β‐naftilamida  (PYR),  en  forma  de  tiras  reactivas, 
mostrando un 100% de negatividad para Escherichia coli (18, 19). Incluso en 1994, 
Trepeta  y  colaboradores  agregaron Metilumbelliferil‐D‐Glucurónido para  evaluar 
la  actividad  β‐glucoronidasa  en  el  Agar  MacConkey  (20).  En  el  2000,  York  y 
colaboradores publicaron un algoritmo para  la validación de  los test rápidos para 





siendo  más  sensible  que  el  método  fenotípico  (6).  Sin  embargo  estudios  han 
mostrado que especies de Shigella sp, Escherichia fergusonii y Escherichia vulneris 
pueden dar  resultados positivos por métodos  genotípicos  al GUD  (22). Por otro 
lado,  existe  una  enzima  llamada  Ácido  Glutámico  Descarboxilasa  (GAD),  cuya 
expresión  se  encuentra  en  Escherichia  coli,  siendo  calificada  por  algunos 
investigadores como  la más específica para   este germen, aunque  también suele 
expresarse en especies  de Shigella sp (22, 23, 24).   
Fiedler y Reiske en 1990, describieron un método  rápido para  la detección de  la 
enzima GAD, usando solución hipertónica de cloruro de sodio y Tritón X‐100 como 




limitaciones  económicas  para  adquirir  el  aminoácido  L‐Ácido  Glutámico 
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químicamente  puro.  Sin  embargo,  la  posibilidad  del  uso  del  Glutamato 






Escherichia  coli  es  una  bacteria  que  pertenece  a  la  familia  Enterobacteriaceae, 
bacilo  gram  negativo,  en  su mayoría móvil,  anaerobio  facultativo, normalmente 















por  la  orina.  Sino  produce  lesión  estamos  ante  una  colonización  asintomática, 
cuando  el  germen  produce  lesión  en  el  epitelio,  aparece  la  sintomatología, 
generándose infección (4, 6, 7, 11). 
No todas las bacterias de la flora intestinal tienen la misma capacidad de producir 
ITU,  sólo  aquellas  con  una  serie  de  factores  de  virulencia  que  le  confieren  la 
propiedad de adherirse al uroepitelio  (4, 6, 7, 11, 26). En  la génesis de  la  ITU, es 
casi  indispensable  que  la  bacteria  posea  la  capacidad  de  adhesión,  requiriendo 
para  ello  la  producción  de  adhesinas  peptídicas  (4,  26).  Estas  adhesinas  se 
encuentran  en  estructuras  largas  llamadas  pilis  o  fimbrias,  genéticamente 
determinadas,  que  se  unen  a  determinados  receptores  del  uroepitelio;  las más 
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estudiadas  son  Fimbrias  tipo  1  y  Fimbrias  tipo  P.  Las  fimbrias  P  reconocen 
receptores  formados  por  glicoesfingolípidicos,  que  se  encuentran  en  las  vías 
urinarias  altas  y  también  en  individuos  con  el  antígeno  sanguíneo  P,  esto  hace 
susceptibles  a  estos  individuos  a  sufrir  pielonefritis  aguda.  La  colonización  con 
bacterias  con  fimbrias  tipo  1,  clínicamente  presentan  cistitis  no  complicadas  (4, 
26).  Las  aerobactinas  son  otro  mecanismo  de  virulencia,  la  cual  le  confiere 
capacidad de captar hierro, existiendo una relación entre estas y las fimbrias P (4).         
Un  prototipo  de  UPEC,  denominada  CFT073,  fue  aislada  de  un  paciente  con 
pielonefritis  y  luego  ha  sido  totalmente  secuenciada.  Ésta  y  otras  cepas 
uropatogénicas presentan una  serie de  factores de virulencia,  tales  como: el Pili 
(tipo I, P, S y F1C), toxinas (hemolisina [hly]), el factor citotoxico necrotizante [cnf], 
toxina vacuolizante [vat], sistemas de adquisición de hierro (enterobactina [ent]), 
aerobactina  [iuc],  etc.  (25).  La  prevalencia  de  factores  de  virulencia  varía  entre 
diferentes cepas de UPEC. (25, 26, 27, 28). 
La Escherichia coli coloniza el epitelio del tracto gastrointestinal a  las pocas horas 
de  vida, para generar una  relación de mutualismo entre el microorganismo  y el 
hospedero.  Para  colonizar,  la  bacteria  requiere  el  uso  de  la  enzima  Ácido 
Glutámico  Descarboxilasa  para  sobrevivir  al  pH  bajo  a  través  del  paso  por  el 
estómago después de su ingestión (29, 30, 31, 32). Bajo condiciones fisiológicas, el 
pH del estómago humano posee un valor promedio de 2. Estudios detallados sobre 
la  resistencia al ácido de este microorganismo expone  tres  sistemas  (30, 31, 32, 
33). La primera es un sistema represado de glucosa codificado por el gen rpoS. Las 
otras dos  son  inducidas por presencia de glucosa, un  sistema  requiere de Ácido 





sido  reportada  en  gram  positivos  como  Listeria  monocytogenes  (34).  El  GAD 
cataliza  la descarboxilación  irreversible de Ácido Glutámico produciendo ácido  γ‐
aminobutírico (GABA)  y dióxido de carbono (13, 35, 30, 34). Esta descarboxilación 








a 3  (30, 31, 34, 36). Recientes estudios en  condiciones de estrés  sugiere que  la 
adquisición  de  la  isla  genómica,  (Elemento  genómico  transferidos 




En  el  estudio  realizado por De Biase  y  colaboradores  (1999),  en  Escherichia  coli 
entéricas  comensales  y  patógenas  ha  identificado  las  estructuras  GadA  y  GadB 
constituyentes  del  sistema  GAD  (36).  Por  ende  la  retención  de  esta  enzima  es 
importante  para  la  sobrevivencia  de  esta  bacteria,  representando  un  estable 
detector, no correlacionando necesariamente con  la presencia de marcadores de 
virulencia específicos (23).  
La  determinación  fenotípica  del  GAD  descrita  por  Fiedler  y  Reiske  en  1990  y 
aplicada por Rice y colaboradores en 1993, y Tsoraeva y colaboradores en 2005; 
comprende  un método  rápido  para  la  detección  de  esta  enzima  utilizando  un 
medio hipertónico  como  cloruro de  sodio al 9% y Tritón X‐100 que  sirven  como 
agentes lisantes, posibilitando que la liberación de la enzima GAD y que la reacción 
se  dé  en  un  tiempo  promedio  de  4  horas    (13,  35).  Otros  estudios  como  el 
realizado por Fiedler y Reiske utilizan  la solución hipertónica de cloruro de sodio 
por tolueno para la liberación de la enzima. Sin embargo el uso de cloruro de sodio 







está  relacionado  en  el  trabajo original de Rice  y  colaboradores  (1993) donde  el 
ensayo  fenotípico  de  esta  enzima  demostró  un  95%  de  especificidad  para 







que  otras  bacterias  tales  como  Aeromonas  hydrophila,  Enterobacter  cloacae, 
Enterobacter  intermedius,  Flavobacterium  spp,  Hafnia  alvei,  Klebsiella 
pneumoniae,  Proteus  mirabilis,  Proteus  vulgaris,  Pseudomonas  aeruginosa, 
Salmonella arizonae, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Yersinia 
enterocolítica  y  Vibrio  cholerae  dieron  un  resultado  negativo  a  la  prueba 
genotípica y fenotípica del GAD (22). Cabe recalcar que especies de Klebsiella sp, 







Marquez”,  realizado por Tsoraeva, arrojó  resultados de 97.14% de  sensibilidad y 
100% de especificidad diagnóstica, Otro estudio  realizado  también por Tsoraeva 
en  muestras  clínicas  incluyendo  Urocultivo,  Coprocultivo,  exudados  oticos, 
exudados  vaginales  y muestras  uretrales,  demostró  una  sensibilidad  de  100%  y 
una especificidad de 82.82%, debido a  la presencia de Shigella sp en coprocultivo 
(13).  
Teniendo en  cuenta  la elevada  frecuencia de aislamientos de Escherichia  coli en 
muestras de orina, es  recomendable  la aplicación de  la prueba de GAD, para  la 
identificación rápida de este microorganismo y debido a  las  limitación de algunos 
laboratorios  clínicos de  acceso  a  ciertos  reactivos  como  Tritón  X‐100  y  el Ácido 
Glutámico químicamente puro, siendo el objetivo de este trabajo proponer como 
alternativa reemplazar estos compuestos por una sal de EDTA como agente lítico y 















Para  el  presente  estudio  se  realizó  un  muestreo  probabilístico  por 
conveniencia,  tomándose  sólo  las  colonias  que  crecieron  en  el  Agar 
MacConkey  a  la  vez  sean  clasificadas  como  enterobacterias.  Se obtuvo un 
tamaño  muestral  (n)  por  medio  de  la  formula  general,  considerando  la 
prevalencia  de  Escherichia  coli  entre  las  Enterobacterias  aisladas  en 
urocultivo  de  82.0%  (p=0.82),  esto  se  obtuvo  al  observar  la  frecuencia  de 
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microbiana  de  Escherichia  coli  aisladas  de  urocultivos,  la  identificación 
microbiana  convencional  por medios  diferenciales  (Estándar)  y  la  prueba  de 
GAD modificado. 




para  ser  transportadas  al  Instituto  de  Medicina  Tropical  “Daniel  Alcides 
Carrión” y realizar las pruebas que a continuación se describe: 
Identificación Microbiana Convencional 
Se  realizó  según  la  metodología  descrita  para  el  aislamiento  de 
microorganismos  en  muestras  de  orina,  según  el  Manual  de  Microbiología 
Médica de Koneman,y en concordancia con otras bibliografías (1, 7, 12). Se usó 
el medio de aislamiento primario Agar MacConkey, donde se realizó la lectura 
de  las  placas,  con  las  colonias  sospechosas  de  Escherichia  coli  y  otras 
enterobacterias. (1, 7, 10, 11). Luego se procedió a hacer un resembrado en los 
medios  diferenciales  para  la  identificación  de  enterobacterias,  los  que 
conprendieron al Agar Citrato de Simons, Agar Triple Azúcar Hierro (TSI), Agar 




Se  procedió  a  la  identificación  bacteriana  por  estos  medios  diferenciales, 
identificando a nivel de género y especie.       
Prueba de Ácido Glutámico Descarboxilasa Modificado 
La  prueba  del  Ácido  Glutámico  Descarboxilasa  modificado  consistió  en 
reemplazar el Ácido L‐glutámico químicamente puro y el detergente Tritón X‐
100 por el Glutamato Monosódico comercial y EDTA 0.001M, de acuerdo a  lo 





Por  lo  tanto  el  reactivo  GAD  modificado  consistió  en  0.1g  de  Glutamato 
Monosódico  comercial,  0.005g  de  verde  de  bromocresol  (Albis),  9g  de NaCl 
(Merck),  37mg  de Na2EDTA  (Merck)  todos  ellos  disueltos  en  100mL  de H2O 
destilada, con un pH final de 3.4 (ajustado con HCl 1N).  
Se  realizó un  subcultivo en agar MacConkey,  luego de una  incubación de 24 
horas a 37ºC, se realizó la prueba del GAD modificado. Para ello, se tomó una 
asada  de  la  colonia  y  se  suspendió  en  0.5mL  de  solución  salina  0.85%, 
llevándola al patrón de turbidez equivalente al tubo número 1 de la escala de 




Controles  Negativo  y  Positivo  para  la  Prueba  de    Ácido  Glutámico 
Descarboxilasa Modificado 
Se utilizaron cepas ATCC para los controles positivos y negativos de la prueba, 
corriendo un  control positivo,  control negativo y una prueba blanco en  cada 












Se  presentó  los  datos  sobre  la  distribución  de  los  microorganismos 
identificados y  su  respectivo  resultado con  la prueba del GAD modificado en 
tablas. A la vez se realizó un gráfica de pie sobre la distribución con respecto al 




Se  elaboró  otra  tabla,  donde  se  especifique  la  frecuencia  en  que  las  cepas 
identificadas dieron reacción con la prueba y serán presentadas en frecuencias 
absolutas y relativas (%). Considerando también el resultado que mostraron los 
aislamientos  no  Escherichia  coli,  tomados  como  control  de  la  prueba.  El 
formato de cada una de las mencionadas se detalla en la siguiente sección.  
Para estimar la validez y seguridad de la prueba de GAD modificado, los datos 





Gram  negativos  ingresados  al  estudio, mediante  frecuencias  en  tablas.  Ver 
tabla 1.    
De  los  resultados  obtenidos  mediante  la  aplicación  de  la  prueba  de  GAD 
modificado,  se  obtuvo  frecuencias  de  distintos  aislamientos  que  dieron 
positivas  a  esta  prueba,  tomando  como  referencia  la  identificación 




de  incubación para dar un resultado positivo a  la prueba.  (Ver anexos gráfica 
1).  
Estimación Índice de Sensibilidad, Especificidad Y Exactitud 
Con  los  resultados obtenidos de  la prueba de GAD modificado    se construyó 
una  tabla  tetracórica,  donde  se  evaluó  los  índices  de  sensibilidad  (S), 
especificidad  (E)  y  exactitud  (Ex)  (40).  La  prueba  de  referencia  fue  la 
identificación  bioquímica  convencional  con  los  Medios  mencionados  con 
anterioridad. 










S =         A 
          A  +  C 
Especificidad  (E):  La  especificidad  indicará  la  proporción  de  otras 
enterobacterias confirmadas como tales por el resultado negativo del test GAD 
modificado. (41, 40). 
E =         D 

















la    lactosa, se procesaron 188 (81.3%) de Escherichia coli  lactosa positivo y 43 
(18.7%)  lactosa  negativa. Ningún  otro microorganismo  aislado  de  urocultivo 
que  fuese  diferente  de  Escherichia  coli  fue  detectada  la  actividad  de  esta 
enzima (Tabla 1).  
 
Tabla  1.  Detección  de  la  enzima  Ácido  Glutámico 
Descarboxilasa  mediante  la  prueba  del  GAD 















Con  la  finalidad  de  determinar  el  tiempo  mínimo  que  la  prueba  GAD 
modificado  requiere  para  observar  un  resultado  positivo,  se  realizó  la 
distribución del  tiempo  reacción positiva, por el viraje evidente del  indicador 
verde  bromocresol,  durante  la  revisión  en  intervalos  de  una  hora  de 
incubación.  De  esta manera,  se  observó  que  187  (81%)  de  Escherichia  coli 
reaccionaron en 1 hora de  incubación, 35  (15%)  reaccionaron en 2 horas de 
 19 
 
incubación,  7  (3%)  reaccionaron  a  las 3 horas  y  2  (1%)  reaccionaron  a  las  4 
horas  de  incubación. Ninguna  cepa  de  Escherichia  coli  necesitó  24  horas  de 
incubación para mostrar  reacción positiva a  la prueba. En  la gráfica Nº1  (ver 
anexo  Nº12)  se  muestra  la  distribución  con  respecto  al  tiempo  de  las 
reacciones  positivas a la prueba del GAD modificado. 
Los cepas control, de Escherichia coli (ATCC® 25923 y ATCC® 35218) dieron un 
resultado  positivo,  mientras  que  las  cepas  Pseudomonas  aeruginosa  ATCC® 
27853,  Staphylococcus  aureus ATCC®  25923  y  la  cepa  Klebsiella  pneumoniae 
ATCC® 700603 consideradas como controles negativos no mostraron reacción, 
incluso cuando se aumentó el tiempo de incubación a 24 horas.  
Además,  se  utilizaron  otras  enterobacterias  aisladas  de  diferentes muestras 








Comparando  los  resultados  de  la  prueba  del  GAD  modificado  con  la 




Tabla  4.  Comparación  de  la  cantidad  de  resultados  a  la  prueba  GAD 









Positivo  231  0  231 
Negativo  0  26  26 





Los  resultados obtenidos  concuerdan  con  los datos  reportados por Tsoraeva 
(13),  Rice  (35)  y  McDaniels  (22)  en  que    la  Escherichia  coli  es  una 
enterobacteria  gram  negativa  que  presenta  actividad  para  la  enzima  Ácido 
Glutámico  Descarboxilasa;  en  dichos  estudios  también  se  menciona  que 
especies  de  Shigella  pueden  presentar  actividad  de  la  enzima  del  GAD, 






Todas  las Escherichia coli  (n=231) aisladas en urocultivos dieron positivo a  la 
reacción del GAD modificado, incluyendo las cepas ATCC usadas como control 




enteropatógenas  y  enterohemorrágicas,  así  como  también  en  aislamientos 
ambientales (22).       
Con  respecto al establecimiento del  tiempo de  incubación  se observó que  la 
incubación  de  2  horas  permitió  la  identificación  de  222  (96%)  aislados  de 
Escherichia coli. Los protocolos de estudios anteriores proponen un tiempo de 





partiendo  desde  la  variación  de  la  actividad  enzimática  frente  al Glutamato 
monosódico comercial hasta la efectividad lítica de los agentes usados como el 
Tritón X‐100 y el EDTA usado en este estudio.  
Al  igual que en el estudio de McDaniels  (1996) donde se evaluó  la presencia 
fenotípica  del  GAD  frente  a  diferentes  bacterias  gram  negativas,  en  este 
 22 
 
estudio  también  se  evaluó  la  actividad  frente  al  Glutamato  monosódico, 
encontrándose  ninguna  reacción  positiva,  excepto  por  dos  aislamientos  de 






En este  trabajo  se obtuvo estos porcentajes altos debido a que  se consideró 
solo  los  aislamientos  de  urocultivo  mientras  en  el  estudio  de  Tsoraeva  se 
consideró  muestras  clínicas  de  coprocultivo,  por  lo  que  se  manifestó  la 
reacción positiva de especies de  Shigella,  afectando  la especificidad. Estudio 
realizado  por McDaniels  reporta  una  sensibilidad  de  96.87%  para  la  prueba 
fenotípica del GAD, debido a dos aislamientos no mostraron actividad de esta 
enzima  (22).  Así  también  tenemos  el  estudio  de  Rice  que  demostró  una 
especificidad  de  95%  en  aislamientos  clínicos  y  ambientales  (35).  A  esto  se 
debe recalcar que en la metodología usada en los estudios mencionados usan 
como  substrato  el  L‐Ácido  glutámico.  Este  hallazgo  es  uno  de  los  primeros 
reportes donde se usó al Glutamatomonosódico comercial como substrato de 
la enzima GAD.  
La  presencia  de  Shigella  en  urocultivo,  en  el  caso  de  darse  en  infantes,  en 
especial niñas,  su  característica macroscópica de  las  colonias  son  fácilmente  
diferenciables de Escherichia coli. Dada  la cuenta elevada de aislamientos de 
Escherichia  coli  se  recomienda  la  aplicación  de  esta  prueba  rápida  de  GAD 
modificado para la identificación de este microorganismo, teniendo en cuenta 
los  altos  valores  de  sensibilidad  (100%),  especificidad  (100%)  y  exactitud 
(100%)  obtenidos  en  este  estudio,  siendo  semejantes  al  reportado 










• El  presente  estudio  constituye  un  trabajo  inédito,  no  se  ha  encontrado 
similar trabajo publicado en  la  literatura,   donde se evidenció  la actividad 
de  la  enzima GAD  sobre  la  sal  sódica  del  L‐Ácido Glutámico,  es decir  el 
Glutamatomonosódico comercial. 
• La prueba del GAD modificado obtuvo resultados semejantes a  la prueba 




• La  prueba  del  GAD  modificado,  al  igual  que  la  prueba  descrita  por 
Tsoraeva  et  al  (2005),  resulta  ser  específica  para  aislamientos  de 
Escherichia coli, lo que acorta el tiempo de identificación de esta bacteria a 
un mínimo de 1 hora y un máximo de 4 horas.    
• Debido  a  su  alta  sensibilidad  (100%),  alta  especificidad  (100%)  y  su  alta 









• Se  recomienda  evaluar  un  mayor  cantidad  de  aislamientos  de 
enterobacterias, incluyendo a la Escherichia coli para validar la prueba 
GAD modificado 
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ANEXO  2.  REACCIÓN  DE  LA  PRUEBA  GAD  MODIFICADO  DE  UN 
AISLAMIENTO DE Escherichia coli 



































ANEXO  5. REACCIÓN A  LA PRUEBA GAD MODIFICADO DE  SOLUCIÓN 


































































TABLA  3.  RESULTADOS  OBTENIDOS  DE  OTRAS 
ENTEROBACTERIAS  AISLADAS  DE  DIFERENTES  MUESTRAS 
CLÍNICAS NO UROCULTIVO PARA  LA DETECCIÓN DE  LA ENZIMA 









































Positivo  A  B  A + B 
Negativo  C  D  C + D 
TOTAL  A + C  B + D  TOTAL DE 
PRUEBAS 
 
